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k57 Resumen:
Procedimiento para producir plaquetas humanas a
partir de celulas en cultivo.
Se describe un procedimiento para obtener cantida-
des ilimitadas de plaquetas humanas a partir de las
lneas celulares K562 y KU812, derivadas de leuce-
mias mieloides. El procedimiento se basa en el tra-
tamiento con estaurosporina a concentraciones 50 a
100 nM durante 3 a 6 das. Las celulas pueden cre-
cerse en suspension y las plaquetas pueden ser sepa-
radas de las celulas por metodos estandar. Las pla-
quetas son reconocibles morfologicamente y compar-
ten caractersticas bioqumicas y ultraestructurales
con las plaquetas aisladas de sangre. Se puede obte-
ner as una preparacion de plaquetas humanas a par-
tir de precursores celulares geneticamente identicos
y libre de otros productos biologicos de origen hu-
mano. Pueden ser usadas para nes analticos como
servir de estandar en ensayos plaquetarios biologicos
o bioqumicos.
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DESCRIPCION
Procedimiento para producir plaquetas huma-
nas a partir de celulas en cultivo.
El invento se reere a un procedimiento para
producir un preparado de plaquetas humanas
a partir de celulas en cultivo, sin los riesgos
biologicos que conlleva su puricacion libre a
partir de sangre humana. Las plaquetas proce-
den de lneas celulares inducidas a diferenciacion
megacarioctica, y por tanto son geneticamente
identicas. Tales plaquetas son generadas por
celulas de la lnea K562 o KU812 tratadas durante
3-6 das con estaurosporina a concentraciones de
50-100 nM.
Antecedentes
Las lneas derivadas de leucemia mieloide hu-
mana se han usado como modelos de diferen-
ciacion celular a los distintos tipo celulares de
estirpe mieloide. Las celulas de estas lneas cre-
ciendo en cultivo pueden diferenciarse in vitro en
respuesta a diversos productos, tanto de sntesis
como naturales. La protena quinasa C es una
familia de enzimas que tiene un importante papel
en el control de la diferenciacion de celulas mieloi-
des. As, diferentes isoenzimas de protena kinasa
C se han visto implicadas en la diferenciacion a
estirpe monoctica o eritroctica de celulas deriva-
das de leucemia mieloide (Aihara et al., 1992; Ho-
cevar et al., 1992; Nishikawa and Shirakawa 1992;
Tonetti et al., 1994). Las celulas K562 derivan
de un paciente con leucemia mieloide cronica en
crisis blastica (Lozzio and Lozzio, 1975) y se ha
descrito su capacidad para diferenciarse a lnea
eritroide con varios farmacos, como arabinosido
de citosina (Rowley et al., 1981). En respuesta a
esteres de forbol (activadores de protena quinasa
C) como el 12-O-tetradecanoyl phorbol-13 ace-
tate las celulas K562 se diferencian a un fenotipo
con mezcla de marcadores tpicos de lnea mega-
carioctica y monoctica, aunque la morfologa ce-
lular predominante es la monoctica-macrofagica
(Leary et al., 1987; Alitalo 1990). Sin embargo,
hasta el procedimiento descrito en la presente Pa-
tente no se conoca otro procedimiento capaz de
diferenciar las celulas K562 de forma mayoritaria
a lnea megacarioctica.
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La lnea K562 y KU812 pueden obtenerse
de la coleccion American Type Culture Collec-
tion (ATCC). Las celulas se crecen en medio
RPMI suplementado con 8 % de suero bovino fe-
tal. Tambien se le puede suplementar con an-
tibioticos antibacterianos y antifungicos. A una
concentracion celular de 200.000 a 500.000 celulas
por ml se a~nade estaurosporina a concentraciones
comprendidas entre 50 y 100 nM, a partir de una
solucion stock en dimetilsulfoxido. Las condicio-
nes tpicas son 50 nM de estaurosporina durante
5 das partiendo de celulas a una concentracion
de 300.000 celulas por ml de medio de cultivo.
La estaurosporina es un inhibidor de serina-
treonina protena quinasas (Walker, 1996). La
adicion de estaurosporina provoca la detencion
del crecimiento celular y, a partir de 24 horas de
tratamiento, diferenciacion megacarioctica en las
celulas. Al cabo de 4 das con 100 nM estauros-
porina esta diferenciacion ya es maxima, llegando
al 90 % de las celulas presentes en el medio. Esta
diferenciacion se puede identicar por:
1. La morfologa celular, que demuestra la pre-
sencia de celulas grandes con nucleo fuerte-
mente polilobulado, detectable por tincion
de Giemsa.
2. Dotacion poliploide de DNA, detectable por
determinacion de DNA por citometra de
flujo de celulas te~nidas con yoduro de pro-
pidio
3. Membranas de demarcacion, detectables
por microscopa electronica.
4. La expresion de marcadores megacariocti-
cos como CD61 y CD41, detectable por ci-
tometra de flujo de celulas incubadas con
anticuerpos especcos.
Aunque las celulas K562 tambien tienen ca-
pacidad de diferenciacion monoctica o eritroide
con diversos agentes qumicos o farmacologicos, la
ausencia de diferenciacion monoctica en celulas
tratadas con estaurosporina se evidencia en la
reaccion negativa o debilmente positiva de las
alfa-naftil esterasas (a diferencia de celulas K562
con diferenciacion monoctica) y disminucion de
la expresion de epsilon-globina y de la fraccion
de celulas positiva a la reaccion de la bencidina
(como las celulas K562 con diferenciacion eri-
troide).
2
3 ES 2 155 379 A1 4
A partir de 3 das de incubacion con estauros-
porina aparecen muchas celulas con aspecto de
megacariocitos que desprenden fragmentos celu-
lares en un proceso morfologicamente identico a
la produccion de plaquetas por megacariocitos en
medula osea. Tambien empiezan a aparecer en
el medio de cultivo partculas celulares identica-
bles como plaquetas. Esta identicacion se hace
en base a:
1. Morfologa y tama~no tras la tincion de May-
Gru¨nwald-Giemsa
2. Reaccion positiva con el acido peryodico
(PAS)
Las plaquetas pueden separarse de las celulas
por metodos estandar: centrifugacion diferencial
o centrifugacion sobre capa de coll. Las plaque-
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tas as obtenidas presentan caractersticas mor-
fologicas muy semejantes a las presentes en
plasma humano.
Este procedimiento permite la obtencion de
plaquetas procedentes de un unico individuo, por
tanto de un origen genetico identico. Tambien
permite obtener plaquetas humanas a partir de
cultivos celulares, sin los riesgos biologicos que
conlleva su puricacion a partir de sangre hu-
mana.
La preparacion de plaquetas derivadas de es-
tas lneas celulares se puede usar por ejemplo
para hacer suspensiones de plaquetas que sirvan
de estandar en ensayos analticos de fusion pla-
netaria. Tambien se puede usar como fuente de
protenas plaquetarias si, por razones de seguri-
dad biologica, no se quiere partir de sangre hu-
mana.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para producir plaquetas hu-
manas a partir de celulas en cultivo de las lneas
celulares K562 o KU812, por tratamiento con in-
hibidores de protena quinasas.
2. Procedimiento para producir plaquetas hu-
manas a partir de celulas en cultivo, segun la rei-
vindicacion primera, caracterizado porque las
celulas K562 o KU812 se tratan con estaurospo-
rina.
3. Procedimiento para producir plaquetas
humanas a partir de celulas en cultivo, segun
la reivindicacion primera, caracterizado porque
las celulas al momento de a~nadir la estaurospo-
rina estan a una concentracion de celulas K562 o
KU812 es de 200.000 a 500.000 celulas por ml de
medio.
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4. Procedimiento para producir plaquetas hu-
manas a partir de celulas en cultivo, segun la
reivindicacion primera, caracterizado porque la
concentracion de estaurosporina es de 50 nM a
100 nM y el tratamiento antes de puricar las
plaquetas es de 2 a 7 das.
5. Procedimiento para producir plaquetas hu-
manas a partir de celulas en cultivo, segun la rei-
vindicacion primera, caracterizado porque las
celulas se han de crecer en medio RPMI suple-
mentado con 8 a 10 % de suero fetal bovino.
6. Procedimiento para producir plaquetas
humanas a partir de celulas en cultivo, segun
la reivindicacion primera, caracterizado porque
el preparado de plaquetas obtenido no contiene
otros componentes de origen humano que las pro-
pias plaquetas y las sustancias producidas por las
mismas plaquetas.
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